再生障碍性贫血（AA）患者发生铁过载的风险明显增高，约13%的AA患者初次就诊即存在铁过载，甚至约6%的患者未经输血支持治疗也发生铁过载[@b1]。体外研究及动物模型均已证实铁过载可损伤骨髓造血前体细胞功能，降低造血细胞集落产率[@b2]--[@b3]，部分继发铁过载的AA患者祛铁治疗后其骨髓造血功能改善[@b4]--[@b8]。但目前尚缺乏铁过载是否影响重型/极重型AA（SAA/VSAA）免疫抑制治疗（IST）血液学反应的研究。本研究中，我们分析了SAA/VSAA患者IST前铁过载的影响因素及其对IST血液学反应的影响，现报告如下。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：以2003年2月至2011年12月于我中心接受IST的257例SAA/VSAA患者（连续资料）为研究对象，所有患者均无HLA相合同胞供者或拒绝接受造血干细胞移植治疗。诊断参照国际粒细胞减少与AA研究组1987年标准[@b9]，分型参照Camitta等1976年标准[@b10]和Bacigalupo等1988年标准[@b11]。肝炎相关性AA定义为与肝炎同时或在肝炎患病6个月内发生的AA[@b12]，血清丙氨酸转氨酶升高至少达200 U/L。

患者治疗前均经仔细询问病史、查体和常规细胞遗传学检查、Ham试验及外周血粒细胞和成熟红细胞流式细胞术检测CD55、CD59表达，排除阵发性睡眠性血红蛋白尿症（PNH）。40岁以下患者常规进行丝裂霉素（MMC）试验、彗星试验等除外先天骨髓造血衰竭。

2．血清铁蛋白（SF）测定及铁过载诊断标准：取外周血5 ml，应用碘（^125^I）放射免疫分析法检测SF（试剂盒购自天津九鼎医学生物工程有限公司，严格按照试剂盒说明书进行操作）。正常参考值：男50\~190 µg/L，女12\~120 µg/L。参照文献[@b13]标准，结合既往输血史及铁饱和度排除SF反应性升高，以治疗前SF\>1 000 µg/L定义为治疗前铁过载。

3．治疗方法：兔抗人胸腺细胞球蛋白（r-ATG，美国Genzyme公司产品）3.5 mg·kg^−1^·d^−1^，静脉滴注，d 1\~5；环孢素A（CsA）口服，维持CsA血清谷浓度在150\~250 µg/L。获得治疗反应前予G-CSF、红细胞输注及血小板输注等支持治疗。

4．疗效判定及随访：疗效评定参照英国血液学标准委员会标准修订，具体见参考文献[@b14]。完全治疗反应、部分治疗反应均为获得血液学反应。分别于IST后2、3、6、9及12个月进行血细胞分析及骨髓细胞形态学、细胞遗传学、外周血细胞锚连蛋白等检查评定疗效。此后每6个月随访1次，随访截至2012年10月1日，中位随访时间为32（0\~117）个月。

5．统计学处理：数据采用SPSS 17.0软件进行统计分析，单因素分析、疗效分析时率的比较采用χ^2^检验、秩和检验。优化输血量对SF的影响采用ROC曲线确定输血量界值。多因素分析采用Logistic回归，*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．患者一般临床特征：详见[表1](#t01){ref-type="table"}。257例患者中，男140例，女117例，中位年龄18（2\~73）岁，91例（35.4%）年龄≤14岁，166例（64.6%）年龄\>14岁。SAA 123例（47.9%）、VSAA 134例（52.1%）。特发性AA 243例（94.6%），肝炎相关性AA 14例（5.4%）。诊断至IST中位时间为45（15\~360）d。

###### 257例重型/极重型再生障碍性贫血（SAA/VSAA）患者一般临床特征

  临床特征                               所有患者(257例)    SAA患者(122例)     VSAA患者(135例)
  -------------------------------------- ------------------ ------------------ ------------------
  性别（男/女）                          140/117            72/50              68/67
  年龄［岁，*M*（范围）］                18(2\~73)          17(2\~73)          20(3\~61)
   ≤14岁［例数(%)］                      91(35.4)           53(43.4)           38(28.1)
   \>14岁［例数(%)］                     166(64.6)          69(56.6)           97(71.9)
  病因［例数(%)］                                                              
   肝炎相关性                            14(5.4)            4(3.3)             10(7.4)
   原发性                                243(94.6)          118(96.7)          125(92.6)
  诊断至治疗间隔时间［d，*M*（范围）］   45(15\~360)        38(15\~290)        55(32\~360)
  HGB［g/L,*M*（范围）］                 70(28\~121)        69(37\~116)        75(28\~121)
  ANC［×10^9^/L，*M*（范围）］           0.2(0\~5.9)        0.5(0.2\~5.9)      0.1(0\~0.2)
  ALC［×10^9^/L，*M*（范围）］           1.51(0.07\~7.96)   1.63(0.07\~7.96)   1.44(0.12\~7.31)
  ARC［×10^9^/L，*M*（范围）］           8.8(4.0\~27.2)     12.4(5.9\~27.2)    6.4(4.0\~19.0)
  PLT［×10^9^/L，*M*（范围）］           12(1\~60)          15(2\~59)          11(1\~60)
  基线SF［µg/L，*M*（范围）］            387(6\~2 004)      344(6\~1 992)      395(46\~2 004)
   \>1 000 µg/L［例数(%)］               36(14.0)           20(16.4)           16(11.9)
   500～1 000 µg/L［例数(%)］            54(21.0)           20(16.4)           34(25.1)
   \<500 µg/L［例数(%)］                 167(65.0)          82(67.2)           85(63.0)

注：ANC：中性粒细胞绝对计数；ALC：淋巴细胞绝对值；ARC：网织红细胞绝对值；SF：血清铁蛋白

2．基线SF水平：257例患者基线SF中位数为387（6\~2 004）µg/L，其中SAA患者为344（6\~1 992）µg/L，VSAA患者为395（46\~2 004）µg/L。1例（0.4%）SF水平低于正常参考值，为9岁男性SAA患儿；38例（14.8%）SF水平正常；218例（84.8%）SF水平高于正常参考值，其中128例SF\<500 µg/L；54例SF介于500\~1 000 µg/L；36例SF\>1 000 µg/L，诊断为铁过载。铁过载占全部患者的14.0%，包括SAA 20例，VSAA 16例；男女比为1.57∶1，≤14岁8例，\>14岁28例；肝炎相关性AA 4例，原发性AA 32例。

3．ROC曲线确定输血量界限值：为了评估输血量对铁过载发生的影响，我们应用ROC曲线确定输血量界限值，结果示成人（\>14岁）输血量界限值为4 U，阳性预测值和阴性预测值分别为25.8%和91.2%，敏感性和特异性分别为79.3%和48.4%；儿童（≤14岁）输血量界限值为0.06 U/kg，阳性预测值和阴性预测值分别为14.9%和98.1%，敏感性和特异性分别为87.5%和57.0%。

4．IST前铁过载相关因素分析：分析患者性别（男/女）、年龄（≤14岁/\>14岁）、病因（原发/肝炎相关）、诊断至治疗间隔时间（\<3个月/≥3个月）、严重程度分型（SAA/VSAA）、外周血细胞参数及IST前输血量等因素对发生铁过载的影响（[表2](#t02){ref-type="table"}），仅年龄\>14岁（*P*=0.010）及输血量（成人≥4 U，*P*=0.007；儿童≥0.06 U/kg，*P*=0.024）与铁过载的发生相关。多因素分析表明，输血量为影响铁过载预后因素\[*P*=0.001，*OR*=0.218（95% *CI* 0.092\~0.520）\]。

###### 影响再生障碍性贫血患者免疫抑制治疗前铁过载的单因素分析\[例数（%）\]

  因素                 铁过载组(36例)   非铁过载组(221例)   *P*值
  -------------------- ---------------- ------------------- -------
  性别                                                      0.471
   男                  22(61.1)         118(53.4)           
   女                  14(38.9)         103(46.6)           
  年龄                                                      0.010
   ≤14岁               7(19.4)          93(42.1)            
   \>14岁              29(80.6)         128(57.9)           
  病因                                                      0.115
   肝炎相关性          4(11.1)          10(4.5)             
   原发性              32(88.9)         211(95.5)           
  诊断分型                                                  0.370
   SAA                 20(55.6)         103(46.6)           
   VSAA                16(44.4)         118(53.4)           
  诊断至治疗间隔时间                                        0.526
   \< 3个月            26(72.2)         171(73.4)           
   ≥3个月              10(27.8)         50(26.6)            
  HGB                                                       0.398
   \<60 g/L            6(16.7)          55(24.9)            
   ≥60 g/L             30(83.3)         166(75.1)           
  ANC                                                       0.355
   \<0.5×10^9^/L       27(75.0)         182(82.4)           
   ≥0.5×10^9^/L        9(25.0)          39(17.6)            
  ARC                                                       0.535
   \<20×10^9^/L        29(80.6)         163(73.8)           
   ≥20×10^9^/L         7(19.4)          58(26.2)            
  ALC                                                       0.240
   \<1.0×10^9^/L       14(38.9)         63(28.5)            
   ≥1.0×10^9^/L        22(61.1)         158(71.5)           
  PLT                                                       1.000
   \<20×10^9^/L        29(80.6)         177(80.1)           
   ≥20×10^9^/L         7(19.4)          44(19.9)            
  输血量                                                    
   成人                                                     0.007
    \<4 U              6(20.7)          62(48.4)            
    ≥4 U               23(79.3)         66(51.6)            
   儿童                                                     0.024
    \<0.06 U/kg        1(14.3)          53(57.0)            
    ≥0.06 U/kg         6(85.7)          40(43.0)            

注：SAA：重型再生障碍性贫血；VSAA：极重型再生障碍性贫血；ANC：中性粒细胞绝对计数；ALC：淋巴细胞绝对值；ARC：网织红细胞绝对值

5．铁过载与IST后6个月疗效分析：IST后6个月，151例（58.8%）患者获得血液学反应。在SAA组，铁过载患者IST后6个月血液学反应率低于非铁过载组，差异有统计学意义（55.0%对77.5%，*P*=0.037）。VSAA患者中差异无统计学意义（[表3](#t03){ref-type="table"}）。进一步对SAA患者IST后6个月疗效行单因素分析，包括患者基本情况如性别、年龄、诊断至治疗间隔时间、血常规指标及铁过载。除铁过载患者血液学反应率减低外，网织红细胞水平也与IST后6个月疗效相关，网织红细胞绝对值（ARC）≥20×10^9^/L者血液学反应率更高（84.9%对65.2%，*P*=0.014）；血液学反应的获得与患者性别、年龄、诊断至治疗间隔时间、HGB、中性粒细胞绝对计数（ANC）、PLT、淋巴细胞绝对值（ALC）等无关（[表4](#t04){ref-type="table"}）。多因素分析示：铁过载\[*P*=0.021，*OR*=4.092（95% *CI* 1.235\~13.563）\]、ARC≥20×10^9^/L\[*P*=0.040，*OR*=2.743（95% *CI* 1.049\~7.175）\]为影响IST 6个月疗效的预后因素。

###### 铁过载对再生障碍性贫血患者免疫抑制治疗后6个月疗效的影响\[例数（%）\]

  组别         所有患者    SAA患者    VSAA患者                         
  ------------ ----------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
  铁过载组     20(55.6)    16(44.4)   11(55.0)   9(45.0)    9(56.3)    7(43.8)
  非铁过载组   131(59.3)   90(40.7)   79(77.5)   23(22.5)   52(43.7)   67(56.3)
                                                                       
  *P*值        0.717       0.037      0.424                            

注：SAA：重型再生障碍性贫血；VSAA：极重型再生障碍性贫血；HR：获得血液学反应；NR：未获得血液学反应

###### 影响重型再生障碍性贫血患者免疫抑制治疗后6个月疗效的单因素分析\[例数（%）\]

  因素                 HR(90例)   NR(32例)   *P*值
  -------------------- ---------- ---------- -------
  性别                                       0.192
   男                  50(55.6)   22(68.8)   
   女                  40(44.4)   10(31.2)   
  年龄                                       0.089
   ≤14岁               35(38.9)   18(56.3)   
   \>14岁              55(61.1)   14(43.7)   
  诊断至治疗间隔时间                         0.248
   \<3个月             66(73.3)   20(62.5)   
   ≥3个月              24(26.7)   12(37.5)   
  HGB                                        0.562
   \<60 g/L            26(28.9)   11(34.4)   
   ≥60 g/L             64(71.1)   21(65.6)   
  ANC                                        0.130
   \<0.5×10^9^/L       51(56.7)   23(71.9)   
   ≥0.5×10^9^/L        39(43.3)   9(28.1)    
  ARC                                        0.014
   \<20×10^9^/L        45(50.0)   24(75.0)   
   ≥20×10^9^/L         45(50.0)   8(25.0)    
  ALC                                        0.589
   \<1.0×10^9^/L       21(23.3)   9(28.1)    
   ≥1.0×10^9^/L        69(76.7)   23(71.9)   
  PLT                                        0.849
   \<20×10^9^/L        69(76.7)   24(75.0)   
   ≥20×10^9^/L         21(23.3)   8(25.0)    
  铁过载                                     0.037
   否                  79(87.8)   23(71.9)   
   是                  11(12.2)   9(28.1)    

注：ANC：中性粒细胞绝对计数；ALC：淋巴细胞绝对值；ARC：网织红细胞绝对值；HR：获得血液学反应；NR：未获得血液学反应

讨论 {#s3}
====

由于严重的骨髓造血衰竭，SAA和VSAA患者在接受针对性治疗重建造血或恢复自身造血之前几乎均需红细胞输注支持治疗，加之患者原有自身红细胞衰老、死亡血红蛋白分解释放出的铁不能被红系造血而再利用，患者罹患继发铁过载的风险明显加大，甚至患病后短时间内SF即明显升高。本研究中，84.8%的患者SF较正常升高，14.0%患者SF升高达到铁过载水平。这与金朋等[@b1]在对包括非重型AA患者的横断面调查研究显示520例初诊AA患者13%存在铁过载的结果相似。而考虑到本组患者诊断至治疗间隔时间仅45（15\~360）d，提示SAA/VSAA患者可能更早继发铁过载。

我们对SAA/VSAA患者IST前发生铁过载相关因素分析结果显示，成人患者较之儿童更易发生铁过载（*P*=0.010）；治疗前输血量\>4 U的成人及\>0.06 U/kg的儿童患者发生铁过载概率更大。这与文献[@b1]报道的无和有输血史AA患者铁过载发生率分别为6%和18%结果类似。我们推测儿童处于生长发育期，虽同为骨髓造血衰竭，但机体其他组织器官对铁的需求较成人患者相对更大有关。SAA/VSAA患者进行疾病针对性治疗前输血量除反映骨髓造血衰竭程度外，还与病史长短、年龄和接受支持治疗的意愿有关。对继发铁过载相关因素进行多因素分析结果表明，治疗前输血量为影响铁过载发生的预后因素\[*P*=0.001，*OR*=0.218（95% *CI* 0.092\~0.520）\]，提示SAA/VSAA明确诊断后尽早治疗除能抑制异常免疫攻击、保留更多造血细胞获得良好血液学反应外，还可能减少铁过载的发生。

铁过载导致机体氧自由基生成过多，通过氧化作用损伤细胞，导致组织器官结构异常和功能损伤，如肝脏功能异常和肝纤维化、心律失常和心功能衰竭以及内分泌功能紊乱等[@b15]。铁过载尚可抑制骨髓造血前体细胞，特别是红系早期造血细胞，通过提高红细胞内的活性氧类物质，以及抑制BCL2的表达，导致未成熟红细胞凋亡，进一步增加造血衰竭患者对红细胞输注支持治疗的需求[@b2]--[@b4]。铁过载对骨髓造血的影响在骨髓增生异常综合征（MDS）中也得以证实。研究发现，MDS患者铁过载不仅严重影响其存活，还与更早向急性髓系白血病（AML）转化相关[@b16]。而进行造血干细胞移植的AML或MDS患者，随着移植前SF增高总生存和无病生存明显减低，而治疗相关死亡率则显著增加[@b17]。我们发现，在SAA患者中铁过载者IST后6个月血液学反应率低于非铁过载者（55.0%对77.5%，*P*=0.037）；并且多因素分析显示铁过载为影响IST后6个月疗效的预后因素\[*P*=0.021，*OR*=4.092（95% *CI* 1.235\~13.563）\]。与文献[@b18]报道的结果一致。然而我们未能观察到铁过载对VSAA患者IST 6个月疗效的影响。除了本研究VSAA患者铁过载样本数较少外，还考虑与VSAA极度造血衰竭、感染、出血并发症更为常见和严重，本身VSAA疗效较为低下有关。

祛铁治疗可以降低包括AA在内的大部分输血相关铁过载患者的SF水平[@b8]，改善AA患者骨髓造血和外周血细胞参数，输血依赖明显好转[@b4]--[@b7]。在伴有铁过载的IST无效患者即使口服地拉罗司单药治疗，随着SF的减低，45.8%的患者可获得部分血液学反应[@b19]。我们认为，AA诊断明确后应尽早行针对性治疗，缩短IST前输血依赖间期，降低红细胞输注量，以避免输血相关铁过载的发生。
